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論 文 内 容 要 旨
第1章 序 論
カ イ コ(Bo皿byx皿ori)の生 産 す る 絹 糸 タ ン パ ク 質 の 主 成 分 で あ る
フ ィ プ ロ イ ン は 、分 子 量 約35万 のH鎖 と約2万5千 のL鎖 が ジ ス ル フ
ィ ド結 合 を した 構 造 を 有 し て い る 。 こ の フ ィ プ ロ イ ンH鎖,L鎖 両
遺 伝 子 は 、H鎖 遺 伝 子 が25番 染 色 体 、L鎖 遺 伝 子 が14番 染 色 体 と そ
れ ぞ れ 異 な っ た 染 色 体 上 に 存 在 す る が 、 幼 虫 期 の 後 部 絹 糸 腺 に お い
て 組 織 特 異 的 に 発 現 す る 。 ま た 、 脱 皮 周 期 の 眠 期 に は 発 現 せ ず 、 令
期 で の み 発 現 す る と い っ た 時 期 特 異 的 に も 同 調 し た 発 現 制 御 を 受 け
て い る 。 こ の よ う に 、カ イ コ 後 部 絹 糸 腺 に お け る フ ィ プ ロ イ ンH鎖 、
L鎖 両 遺 伝 子 の 発 現 は 、真 核 生 物 遺 伝 子 の 発 現 制 御 の 特 徴 を よ く備
え て お り 、 真 核 生 物 遺 伝 子 の 発 現 制 御 機 構 を 解 明 す る 上 で 有 用 な モ
デ ル 系 で あ る と考 え ら れ て い る 。 フ ィ プ ロ イ ンH鎖 遺 伝 子 に 関 して
は 、 基 礎 生 物 学 研 究 所 の 鈴 木 ら に よ り 、 後 部 絹 糸 腺 の 核 抽 出 液 を 用
い たinvitro転写 系 に よ る 解 析 が 行 わ れ て い る 。 こ の 研 究 に よ り 、
転 写 開 始 に 必 要 と さ れ る プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 、TATAboxと 転 写 開
始 点(+1)を含 む 一29一+6まで で あ る こ と 、 ま た 組 織 特 異 的 な 転 写 促
進 が 、 一238-73及 び 、 イ ン トロ ン 内 の+156一+454の 領 域 に 存 在 す
る エ ン ハ ン サ ー 配 列 に 依 存 し て 起 こ る こ と が 示 さ れ て い る 。 ま た 、
こ れ ら の 配 列 に 結 合 す る タ ンパ ク質 の い くっ か に っ い て 精 製 が 行 わ
れ て い る 。 しか し 、L鎖 遺 伝 子 に 関 す る発 現 調 節 機 構 に つ い て は 、
転 写 の 段 階 で 行 わ れ て い る と考 え ら れ て い る が 、現 在 の と こ ろ 、 ほ
と ん ど 知 られ て い な い の が 現 状 で あ る 。 ま た 、 興 味 あ る 両 遺 伝 子 の
同 調 発 現 の 機 構 に つ い て も 、 そ の 詳 細 な 分 子 機 構 は 、未 だ 明 らか に
さ れ て い な い 。 そ こ で 本 研 究 で は 、 フ ィ プ ロ イ ンL鎖 遺 伝 子 の 発 現
調 節 機 構 とH鎖,L鎖 両 遺 伝 子 の 同 調 的 発 現 機 構 の 解 析 を 行 う た め
ま ず 、 後 部 絹 糸 腺 核 抽 出 液 を 用 い たinvitro転 写 系 に よ る 、L鎖
遺 伝 子 の 転 写 制 御 に 関 わ る 領 域 の 同 定 、 及 び 、 その 領 域 に 結 合 す る
タ ン パ ク 質 の 検 索 を 行 っ た 。 ま た 、 両 遺 伝 子 の 共 通 の 転 写 制 御 に 関
わ る と考 え ら れ る 領 域 に っ い て も 解 析 を 試 み た 。
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第2章 フ ィプ ロ イ ンH鎖,L鎖 遺伝 子 を鋳 型 とす る
転 写 系 の 調 製
invitro
(1)H鎖 遺 伝 子 を鋳 型 とす る転 写 系 の 調 製
invitro転写 系 は 、 試 験 管 内 で 核 抽 出 液 に 特 定 の 遺 伝 子 を 鋳 型 と
し て 加 え て 、 転 写 を 行 わ せ 、 そ のRNA産 物 を 検 出 す る と い う系 で
あ る 。 こ れ は 遺 伝 子 の 転 写 制 御 領 域 を 同 定 す る た め の 有 力 な 手 段
の1つ で あ る 。 現 に 、 こ のinvitro転写 系 を 用 い て 、 ア デ ノ ウ イル
ス 主 要 後 期 遺 伝 子 、 マ ウ ス ア ル ブ ミ ン 遺 伝 子 な ど い く つ か の 遺 伝 子
の 転 写 制 御 領 域 が 同 定 され て い る 。 フ ィ プ ロ イ ンL鎖 遺 伝 子 に っ い
て は 、 こ う し たinvitro転写 系 の 確 立 が な さ れ て い な い た め 、転 写
制 御 の 研 究 が 立 ち 遅 れ て い た 。 そ こ で 本 研 究 で は 、 ま ず 、L鎖 遺 伝
子 を 鋳 型 と す る 前 に 、 す で に 成 功 例 が 示 さ れ て い るH鎖 遺 伝 子 を 鋳
型 と し たinvitro転写 系 の 調 製 を 試 み た 。
ま ず 、 基 生 研 の 鈴 木 ら の 方 法Dに 準 拠 し 、 カ イ コ 後 部 絹 糸 腺 よ り
核 抽 出 液 を 調 製 し 、 こ の 抽 出 液 を 用 い て 、invitro転 写 を 行 っ た 。
な お 、RNA産 物 の 同 定 に は 、合 成RNAに32P一ヌ ク レ オ チ ドを 取 り込
ま せ て 標 識 し 、 そ れ を1本 鎖 フ ァ ー ジ に 組 み 込 ん だH鎖 遺 伝 子 の 転
写 開 始 点 を 含 むDNA断 片 と ハ イ プ リ ダ イ ズ さ せ た 。 そ の 後 、1ヌ ク
レ ア ー ゼ 処 理 し 、 転 写 開 始 点(+1)か ら 、正 確 に 開 始 さ れ た 生 成 物
を 検 出 す る と い う 改 良SIヌ ク レ ア ー ゼ マ ッ ピ ン グ 法 を 用 い た 。
鋳 型DNAと し て 、H鎖 遺 伝 子 の 上 流 域 一878か ら+188ま で の
領 域 がpBR322ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ て い るpBRHHSと 、 同 じ く上 流
域 一43か ら+188ま で の 領 域 が 挿 入 さ れ て い るpBRHTSを 用 い た
(Fig.1(A))。pBRHHsにはpBRHTSと比 較 し 、鈴 木 ら の 提 唱 す る 組
織 特 異 的 に 作 用 す る エ ン ハ ン サ ー 領 域 が 含 ま れ て い る た め 、転 写 活
性 の 増 大 が 観 察 さ れ る は ず で あ る 。 ま ず 、pBRHHSを鋳 型DNAと
し てinvitro転写 を 行 っ た 結 果 がFig.1(B)であ る が 、 後 部 絹 糸 腺
核 抽 出 液 を 用 い て 、転 写 開 始 点 か ら の 正 確 な 転 写 産 物 が 確 認 さ れ た.
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Expectedsi2eoftheaccuratetranscriptis188nt.PSGextract:1μ1,15μ9
protein.(C)HigherleveltranscriptioninthepresenceofHeLacellextract.PSG
extract:1ｵ1,15ｵgprotein,HeLacellextract:10ｵ1>150ｵgprotein.
(D)ComparisonoftemplateactivitiesbetweenpBRHEiSandpBRHTSintheHeLa
cellextractsupplemented_withincreasingamountofthePSGnuclearextract.
PSGextract:0,15(1ｵ1),30,45ｵgprotein(lefttoright).Helacell
extract:10ｵ1,150ｵgprotein.
ま た 、 こ の 反 応 液 に 、 低 濃 度 の α ア マ ニ チ ン を 加 え る と 、 転 写 産 物
が 認 め ら れ な くな る こ とか ら 、RNAボ リ メ ラ ー ゼ11に よ る 転 写 で あ
る こ と が 確 認 さ れ た 。 次 に こ の 抽 出 液 に 基 本 的 な 転 写 因 子(RNAポ
リ メ ラ ー ゼIIな ど を 含 め て)を 補 充 す る た め 、HeLa細 胞 抽 出 液 を
加 え て 転 写 を行 わ せ た(Fig.1(C))。HeLa細胞 抽 出 液 の 調 製 はManley
ら の 方 法2}に 準 拠 し た 。 こ の 抽 出 液 を 加 え た 場 合 、 後 部 絹 糸 腺 核 抽
出 液 の み の 場 合 と比 較 し 、 か な り の 転 写 量 の 増 大 が 確 認 さ れ た 。 従
っ て 以 後 の 転 写 実 験 は 、HeLa細 胞 抽 出 液 を 加 え た 系 で 行 う こ と に
し た 。
Fig.1(D)に は 、pBRHHSま た は 、pBRHTSを鋳 型 と し てHeLa細
胞 抽 出 液 に 後 部 絹 糸 腺 核 抽 出 液 を 量 を 変 え て 加 え た 結 果 を 示 し た 。
ど ち ら の 鋳 型DNAに お い て も 、後 部 絹 糸 腺 核 抽 出 液 を 加 え る こ と に
よ っ て 、 転 写 量 の 増 大 が 確 認 さ れ た 。各 条 件 下 でpBRHHSの 転 写 量
は 、pBRHTSの転 写 量 と 比 較 し て3倍 程 度 で あ っ た 。
以 上 の よ うに 、 フ ィ プ ロ イ ンH鎖 遺 伝 子 を 」』vitroで転 写 す る 系
を 作 る こ と が で き た 。
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(2)L鎖 遺 伝 子 を 鋳 型 と す る ⊥塾vitro転 写 系 の 調 製
フ ィプ ロ イ ンL鎖 遺 伝 子 の転 写 制 御 領 域 解 析 の た め に は 、L鎖 遺
伝 子 が 正確 に 転 写 され る1堕vitro転写 系 が 有 用 で あ るが 、現 在 ま
で その よ うな 系 は 確 立 され て い な い 。 そ こで 、本研 究 で は 、 まず 、
H鎖 遺 伝 子 の と き と同 様 の 方 法 で 調 製 し た 後 部 絹 糸 腺 核 抽 出 液 に
HeLa細胞抽 出液 を加 えた 系 を用 い 、L鎖 遺 伝 子 の 一1026から+780
まで の 領 域 を 鋳 型 と し 、」』vitro転写 を 試 み た 。Fig.2は一 定 の
HeLa細胞 抽 出 液 に 後 部 絹 糸 腺 核 抽 出 液 を量 を 変 え て加 えた 結 果 で
あ るが 、約280ntのと こ ろに 現 れ る筈 の転 写 開 始 点 か らの正 確 な転
写 産 物 は全 く認 め られ な か った 。 また 、L鎖 遺 伝 子 にH鎖 遺 伝 子 を
加 えた 系 で1堕vitro転写 させ 、両 遺 伝 子 の 転写 産 物 の検 出 を試 み た 。
この 場 合 、H鎖 遺 伝 子 の転 写 は 認 め られ る もの の 、転写 量が 減 少 す
る こ とか ら 、H鎖 遺 伝 子 の 転 写 活 性 化 に 関与 す る タ ンパ ク質 あ るい
は 、転 写 開 始 複 合 体 の 形 成 に 関 与 す る タ ンパ ク質 の一 部 は 、L鎖 遺
伝 子 に も結 合 す る こ とが 示 唆 され た 。
Fig.2TranscriptionoffibroinH-chaingeneor/andfibroinL-chaingene
templatesintheHeLacell. xtr tsupplementedwiththePSGnuclearextract.HeLacellextract:10ｵ_1,(150ｵgprotein),PSGextract:0,15(1ｵ1),30ｵg
protein_(leftto_right).StructureofpBR.LFStemplateisshowninEig.3.Expectedsizesoftheaccuratetranscriptsare188ntforpBRHFISand280nt
forpBEtLES.
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Fig.3は 、L鎖 遺 伝 子 の 一68か ら+780ま で の 領 域 及 び 、 そ の
上 流 に 、H鎖 遺 伝 子 の エ ン ハ ン サ ー 領 域 を 連 結 さ せ た 鋳 型DNAを
用 い て 転 写 さ せ た も の で あ る 。 こ の 場 合 も正 確 な 転 写 開 始 点 か ら の
転 写 が 認 め ら れ ず 、L鎖 遺 伝 子 の エ ンハ ンサ ー 効 果 が 低 い こ と に よ
る の で は な くL鎖 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の 性 質 に よ る も の で あ る こ
とが 示 唆 さ れ た 。 こ の 他 、L鎖 遺 伝 子 のinvitro転写 系 の 確 立 の た
め に 、絹 糸 腺 核 抽 出 液 の 調 製 法 及 び 反 応 系 に 様 々な 改 良 を 加 え て み
た が 、L鎖 遺 伝 子 の 転 写 は み ら れ な か った 。
L鎖 遺 伝 子 の 転 写 が 行 わ れ な い 理 由 と し て 、 鋳 型DNAと し て 用 い
た ク ロ ー ン に 変 異 が 入 っ て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る た め 、 ク ロ ー ン
化 さ れ たDNAと 、 ゲ ノ ムDNAの 転 写 開 始 点 付 近 の 塩 基 配 列 の 比 較 を
行 っ た 。 ゲ ノ ムDNAの塩 基 配 列 は 、 非 対 称PCRに よ り 、 領 域 内 の
貿1鰯置羽
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Fig.3TranscriptionoffibroinL-chaingeneand
,fibroinH-LchainfusiongenetemplatesinthePSGnuclearextractSupplementedwith
theHeLacellextract.
Expectedsize.oftheaccuratetranscriptis
280ntineachcase.Structureoftemplates
areshownbelowtheautoradiogra皿.
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Fig.4Comparisonbetweenthegenomic
DNAsequenceandaclonedDNAsequence
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1本 鎖DNAを 増 幅 させ 、 そ れ を サ ン ガ ー 法 に よ り 決 定 し た 。 そ の 結
果 をFig.4に 示 し た 。 ク ロ ー ン 化DNAと ゲ ノ ムDNAの塩 基 配 列 は 、同
一 で あ り 、 ク ロ ー ン 自 体 に は 問 題 が な い も の と 考 え ら れ た 。 そ こ で
本 研 究 に お い て は 、L鎖 遺 伝 子 の 転 写 制 御 に 関 わ る 領 域 を 検 索 す る
た め に 、H鎖 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い 、 そ の 上 流 にL鎖 遺 伝 子
の 上 流 域 の 異 な っ た 領 域 を 連 結 さ せ た 、 ヘ テ ロ な 鋳 型 系 を 用 い る こ
と に し た 。
第3章 ヘ テ ロ な プ ロ モ ー ター を 利 用 したL鎖 遺 伝 子 転 写 制 御 領 域
の検 索
(1)H鎖 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー を 用 い て の 検 索
ま ず プ ロ モ ー タ ー 領 域 と し てH鎖 の 一43か ら+188ま で の 領 域
を 用 い 、 そ の 上 流 にL鎖 遺 伝 子 の 上 流 域 の 一1026ん一69,一483一一69,
一217-69の 各 領 域 を 連 結 さ せ た プ ラ ス ミ ドを 作 製 し た 。 こ れ ら を
鋳 型 と し て 、Fig.5に 示 す よ う に 、HeLa細 胞 抽 出 液 の み の 系 と後
部 絹 糸 腺 核 抽 出 液 にHeLa細 胞 抽 出 液 を 加 え た 系 の 両 方 でinvitro
転 写 を 行 わ せ た 。HeLa細 胞 抽 出 液 の み の 系 で は 、 全 て の 鋳 型 に お
い て 、 転 写 量 に 差 が な か っ た 。後 部 絹 糸 腺 核 抽 出 液 を 加 え た も の で
は 、L鎖 遺 伝 子 の 一217から 一69まで の 領 域 を 連 結 さ せ た も の の 転 写
は こ の 領 域 を 加 え て い な いH鎖 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の み の 転 写 と比
較 し 、明 ら か に 増 大 し て い る こ と が 示 さ れ た.し か し 、 さ ら に 上 流 域
を 連 結 さ せ た も の で は 、転 写 量 の そ れ 以 上 の 増 大 が ほ と ん ど認 め ら
れ な か っ た 。 し た が っ て 、L鎖 遺 伝 子 の 一217か ら 一69ま で の 領 域
が 、invitro系 で の 転 写 促 進 効 果 を も つ エ ン ハ ン サ ー 領 域 で あ る
こ と が 示 唆 さ れ た 。
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(2)ア デ ノ ウ イ ル ス 主 要 後 期 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー あ る い は マ ウ
ス ァ ル ブ ミ ン プ ロ モ ー タ ー を 用 い て の 検 索
次 に 、 こ のL鎖 遺 伝 子 の 上 流 域 に 見 い だ さ れ た エ ン ハ ン サ ー 様 領
域 が 、H鎖 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 以 外 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い た と き に
も効 果 を 示 す か ど う か を 調 べ た 。 こ の た め 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 主 要 後
期 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー ま た は 、 マ ウ ス ア ル ブ ミ ン遺 伝 子 プ ロ モ ー タ
ー を 用 い 、 こ れ ら の 上 流 にL鎖 遺 伝 子5'上 流 域 を 連 結 さ せ 、in
vitro転写 を 行 わ せ た 。 そ の 結 果 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 主 要 後 期 遺 伝 子
プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 場 合 に お い て 、H鎖 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー を 用
い た 場 合 と 同 様L鎖 遺 伝 子 上 流 域 一217一69まで の 領 域 に よ る転 写 活
性 の 増 大 が み られ た(Fig.6)。こ れ よ り 、L鎖 遺 伝 子 の こ の エ ン ハ
ンサ ー 様 領 域 は 、H鎖 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 以 外 の プ ロ モ ー タ ー に も
働 き か け う る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 そ れ よ り上 流 の 領 域 を 連 結 さ
せ た 場 合 に もH鎖 遺 伝 子 プ ロ モ ー.ター の 場 合 と 同 様 、転 写 活 性 の ぞ
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れ 以 上 の 増 大 は み られ な か っ た 。 ま た 、L鎖 遺 伝 子 の 上 流 域 を 連 結
さ せ た も の と さ せ な い もの で 、 中 部 絹 糸 腺 核 抽 出 液 にHeLa細 胞 抽
出 液 を 加 え た 系 で 転 写 活 性 を 比 較 し た が 、後 部 絹 糸 腺 核 抽 出 液 を 用
い た も の ほ ど 差 は み ら れ な か っ た(Fig.7)。
ア デ ノ ウ イ ル ス 主 要 後 期 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の 代 わ り に 、 マ ウ ス
ァ ル ブ ミ ン 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 場 合 に は 、L鎖 遺 伝 子 上 流
域 に よ る 転 写 促 進 効 果 は み られ ず 、 プ ロ モ ー タ ー に よ り こ のL鎖 遺
伝 子 上 流 域 の エ ンハ ン サ ー 様 効・果 が 異 な る こ とが 示 さ れ た 。
第4章L鎖 遺 伝 子 の 一217一69ま で の エ ン ハ ン サ ー様 領 域 に 結 合
す る タ ン パ ク質 の 検 索 及 びH鎖 遺 伝 子 エ ン ハ ン サ ー結 合 タ
ン パ ク質 のL鎖 遺 伝 子 結 合 性 の 検 討
一 般 に 、転 写 を 増 大 さ せ る エ ン ハ ン サ ー 活 性 を 持 つ 領 域 に は 、 転
写 制 御 因 子 と呼 ば れ る タ ン パ ク質 が 結 合 し プ ロ モ ー タ ー に 転 写 の 増
大 を 働 き か け る こ とが 知 ら れ て い る 。 そ こ で 、L鎖 遺 伝 子 の 一217～
一69まで の 領 域 に タ ン パ ク 質 が 結 合 す る か ど う か を 調 べ た 。 ま ず 、
ゲ ル シ フ トア ッセ イ法 に よ り 、 後 部 絹 糸 腺 核 抽 出 液 中 に 塩 基 配 列 特
異 的 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 検 索 した 。 そ の 結 果 をFig.8に示 し た 。
L鎖 上 流 域 配 列 で は 競 合 さ れ る が 、poly(dl-dC)やpoly(dA-dT)で
は 競 合 さ れ な い シ フ トバ ン ドが 観 察 さ れ た こ と か ら 、 こ の 領 域 に 特
異 的 に 結 合 す る タ ン パ ク質 の 存 在 が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、 このDNA一タ
ン パ ク 質 複 合 体 は 、 中 部 絹 糸 腺(MSG)核 抽 出 液 を 用 い た と き に も
同 じ よ う に 形 成 され る こ と 、30mMEDTA存 在 下 で も 、 安 定 に 結 合 す
る こ とが 分 か った 。次 にDNaselinvitroフ ッ トプ リ ン ト法 に よ り 、
タ ンパ ク 質 結 合 領 域 を 検 索 した 。 そ の 結 果Fig.9に 示 し た よ う に 、
一111～一100,一143-130,一174-157の3ケ所 に フ ッ トブ リ ン トが 認
め られ た 。 こ れ ら の フ ッ トブ リ ン トは 、後 部 、 中 部 絹 糸 腺 核 抽 出 液
の 両 者 に お い て ほ とん ど違 い が な か っ た 。
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Fig.10にはL鎖 及 びH鎖 遺 伝 子 の 上 流 域 配 列 に よ る 競 合 実 験 の 結
果 を 示 し た 。H鎖 遺 伝 子 上 流 域 の 一541-230の領 域 が 顕 著 な 競 合 性
を 示 す とい う結 果 が 得 ら れ た 。 し た が っ て 、 こ の 配 列 領 域 に も 同 じ
タ ン パ ク 質 が 結 合 す る こ とが 示 唆 さ れ 、両 遺 伝 子 の こ れ ら の 領 域 へ
の タ ン パ ク 質 の 結 合 が 協 調 的 発 現 に 関 与 す る こ とが 示 唆 さ れ た 。 し
か し 、鈴 木 らが 提 唱 し て い るH鎖 上 流 域(一238一 一73)あ る い は 、
第1イ ン トロ ン 内(+156一+454)に 存 在 す る エ ンハ ン サ ー 領 域 は 競
合 性 を 示 さ な か っ た 。 こ の こ と か ら 、 こ こ で 認 め られ た シ フ トバ ン
ドは 、 鈴 木 ら が 精 製 し た エ ン ハ ン サ ー 結 合 タ ン パ ク質 と は 別 の タ ン
パ ク 質 の 形 成 す る 複 合 体 で あ る と 考 え ら れ た 。 ま たL鎖 遺 伝 子 の 他
の 領 域 を 用 い て 行 っ た 実 験 で 、 一1026一一812,一563一一484,+151一+523
の 領 域 も、競 合 性 を 示 し た こ と か ら 、 こ の タ ン パ ク質 の 結 合 箇 所 が1
ケ 所 だ け で は な い こ と が 示 唆 さ れ た 。
次 に 、H鎖 遺 伝 子 上 流 域 の エ ン ハ ン サ ー 領 域 に 結 合 す る タ ン パ ク
質 の 結 合 部 位 がL鎖 遺 伝 子 上 に も 存 在 す る か ど うか を 調 べ た 。
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Fig.10GelshiftassaywiththePSGnuclearextractforthe32P-labeledLNR
sequenceinthepresenceofadifferentfragmentfromthefibroinH-chain
geneorL-chaingeneasacompetitor.
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こ の た め 、H鎖 遺 伝 子 上 流 域
の 一230一95の 領 域(HDR)を
プ ロ ー ブ と し 、L鎖 遺 伝 子 配 列
に よ る 競 合 実 験 を 行 っ た 。 そ
の 結 果 、Fig.11に示 し た よ う
に 一1026-484及び 、第1イ ン
トロ ン の+151一+780が競 合 性
を 示 す と 考 え ら れ 、 こ れ ら領
域 も 、両 遺 伝 子 の 協 調 的 発 現
に 関 与 して い る 可 能 性 が 示 唆
さ れ た 。
第5章 総 合 考 察
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Fig.llGelshiftassaywiththePSG
nuclearextractforthe32P-labeled
HDRsequenceinthepresenceofa
differentfragmentfromthefibroin
L-chaingeneasacompetitor.
本 研 究 でL鎖 遺 伝 子 の 転 写 の 活 性 化 に 関 わ る と考 え ら れ る 一217一
一69の領 域 が 、 ヘ テ ロ な プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 系 で は あ る が 、HeLa
細 胞 抽 出 液 と後 部 絹 糸 腺 核 抽 出 液 を 組 み 合 わ せ たinvitro転写 系 を
用 い て 明 ら か と な っ た 。L鎖 遺 伝 子 上 流 域 に は 、Huiら ω に よ り 、
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の ホ メ オ ドメ イ ン タ ン パ ク質 で あ るEVE,ZENが
invitroで結 合 す る 数 ケ 所 の 部 位 がDNaseIフ ッ トプ リ ン トの 実 験
か ら 明 ら か に な っ て い る 。今 回 、L鎖 遺 伝 子 の 一217一69の 領 域 に
対 す るDNaseIフ ッ トプ リ ン トの 実 験 結 果 か ら一143-132の領 域 が,
こ の う ち の1つ と重 な り 合 い 、 ま た,一174一一157の領 域 も こ の う ち
の1っ と重 な る こ とか ら 、 ホ メ オ ドメ イ ン タ ン パ ク が 結 合 し 、 転 写
を 制 御 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、H鎖 遺 伝 子 上 流 域 の
一541一230の領 域 が こ の 結 合 を 競 合 す る こ とが 示 され た 。 こ の 中 で
特 に 相 同 性 の あ る 部 分 を 検 索 し て み る と 、CAATAATAAAとい う 配 列
(H鎖 で は 一490一481,L鎖で は 一134-143の配 列)及 び 、TCTTCATTと
い う 配 列(H鎖 で は 一477一470,L鎖で は 一172創一165の配 列)が 存 在
し た 。 こ れ ら 配 列 は ま さ し くHuiら の 見 い だ し たEVE、ZENが高 親 和
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性 を 示 す 配 列 で あ り 、 ホ メ オ ドメ イ ン タ ン パ ク 質 が 両 遺 伝 子 の 発
現 制 御 に 関 わ っ て い る 可 能 性 は 十 分 に あ る と考 え られ る、。
ま た 、DNaseIフ ッ トブ リ ン トの 結 果 か ら こ の 配 列 に 結 合 す る タ
ン パ ク質 は 、 中 部 絹 糸 腺 に も 存 在 し 、invltroで同 様 の コ ン プ レ ッ
ク ス を 形 成 す る こ と が 示 さ れ た 。 しか'し、 中 部 絹 糸 腺 核 抽 出 液 を 用
い たinvitro転 写 で は 一217～一69領 域 に よ る 転 写 の 上 昇 は 小 さ
い も の で あ っ た 。 こ の こ とか ら 、 転 写 開 始 複 合 体 と転 写 因 子 と を 結
ぷ ア ダ ブ タ ー タ ン パ ク 質 が 組 織 特 異 性 を 規 定 して い る 可 能 性 も考 え
ら れ る 。
今 回 、H鎖 遺 伝 子 の エ ン ハ ン サ ー 領 域 に 、 結 合 す る タ ン パ ク質 が
L鎖 遺 伝 子 の 領 域 に も 結 合 す る こ と が ゲ ル シ フ ト法 の 競 合 実 験 の 結
果 か ら示 唆 さ れ た 。 こ の タ ン パ ク 質 の 結 合 部 位 で あ る 、CAATTAAATCA
TAATTAAと全 く一 致 す る配 列 はL鎖 遺 伝 子 領 域 中 に は 存 在 し な か っ
た 。 し か し 、L鎖 遺 伝 子 の+283の 領 域 にCAATTAATTCTCATTAAと
い う 配 列 が 存 在 し 、 こ の 配 列 を こ の タ ン パ ク 質 が 認 識 し て い る 可 能
性 が 考 え られ る 。
こ の よ う に 、 ヘ テ ロ な プ ロ モ ー タ ー を 利 用 し た 解 析 で は あ るが 、
本 硯 究 に よ っ て 、H鎖 、L鎖 遺 伝 子 の 同 調 的 発 現 機 構 の 一 端 が 初 め
て 明 ら か と な っ た 。.
さ て 、 フ ィ プ ロ イ ンL鎖 遺 伝 子 は 、カ イ コ 後 部 絹 糸 腺 中 で はH鎖
遺 伝 子 と少 な く と も 同 程 度 の 転 写 を 行 っ て い る と考 え られ る に もか
か わ ら ず 、invitro系で の 転 写 は ほ と ん ど な さ れ な か っ た 。 同 じ く
後 部 絹 糸 腺 で 特 異 的 に 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い るP25遺伝 子 に っ
い て もinvitroに お い て 転 写 が な され な い とい う(P.Couble,私信)。
こ の 理 由 は 、 本 研 究 で は 明 ら か に で き な か っ た が 、核 内 で と るDNA
の 高 次 構 造 、 特 に 転 写 開 始 点 付 近 の 高 次 構 造 や 、 遺 伝 子 を 含 む 広 い
範 囲 め ク ロ マ チ ン 高 次 構 造 の 形 成 が 大 量 の 転 写 が な さ れ る た め に 必
要 な 条 件 な の か も し れ な い 。今 後 は 、 ク ロ マ チ ンヤ ベ ル のL鎖 遺 伝
子 の 転 写 制 御 の 実 態 を 解 析 す る こ と が 重 要 で あ る と思 わ れ る 。
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論 文 審 査 の 要 旨
カイコの生産する絹糸タンパク質の主成分であるフィプロインはH鎖(分 子量約35万),L鎖
(分子量約2。5万)がジスルフィド結合 した構造を有する。H鎖遺伝子は25番染色体上,L鎖遺伝
子は14番染色体上に存在するが,両遺伝子は後部絹糸腺で特異的に発現し,幼虫の眠期には発現
せず,令 期に発現するとい う時期特異性も共通 している。これまで,H鎖 遺伝子の転写制御機構
はかなり研究されているが,:L鎖遺伝子の転写制御については全 く研究されていなかった。本研
究は,:L鎖遺伝子を転写するinvitro反応系を構築 し,L鎖遺伝子の転写制御領域を解析す るこ
と,さらに,H鎖,L鎖 両遺伝子の同調的転写制御の機構を解析することを目的とした。
先ず,5令2日 目のカイコの後部絹糸腺の核抽出液に基本転写因子を補充する 目的 でヒ ト
HeLa細胞の核抽出液を加えたinvitro反応系を調製 し,こ れにH鎖 遺伝子の5'上 流 一878
(bp)から転写開始点下流+188(bp)までを含むプラス ミドローンを加え,32P一標識ヌクレオチ
ド存在下に転写を行なわせ,生成RNAを 改良S1マ ッピング法で検出した。その結果,転 写開
始点から正確に開始 された転写産物が確認さらた。しかし,同様な方法をL鎖遺伝子の一1026ま
での上流域を含むプラス ミドクローンに適用 したが,L鎖 遺伝子の正確な転写は行われなかった。
この原因を詳細に検討 した結果,L鎖 遺伝子の転写開始点を含むプロモーター配列の特殊性に起
因すると考えられた。
そこで,H鎖 またはアデノウイルス主要後期遺伝子のプロモーターに:L鎖遺伝子の上流域配列
を連結 したキメラ配列を構築 してinvitro転写を行なわせ,正確な転写を促進する配列を検索 し
た。その結果,L鎖 遺伝子の上流一217～一69(LNR)の領域が転写促進効果を示す ことが見いだ
された。LNRに配列特異的に結合す る後部絹糸腺 の核 内タ ンパ ク質をゲル シフ ト法ならびに
DNaseIフヅトプリント法で調べた結果,一111～一100,一143～一130,一174～一157の3ケ所
にタンパク質が結合することが分かった。 これ らの配列へのタンパク質の結合はH鎖遺伝子上流
域一541～一230の配列によって顕著に競合されたことから,同 じタンパク質因子が結合する配列
要素が含まれることが示唆 された。両遺伝子の これ らの領域の塩基配列を比較 したところ,
CAATAATAAAならびにTCTTCATT配列が存在することが分かった。 これ らの配列は共に
ショウジョウバエの転写因子であるホメオ ドメインタンパク質EVE,ZENの結合配列と一致す る
ことから,H,1」鎖遺伝子の同調的発現制御にもホメオ ドメインタンパク質が関与することが強
く示唆された。
以上のように,本研究によりフィプロインH鎖,:L鎖両遺伝子の同調的発現制御の転写 レベル
の機構の一端が初めて明らかにされ,そ の機構解明に道が開かれた ことから,審査員一同著者は
博士(農 学)の学位を授与されるに充分の資格を有す ると判定 した。
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